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Microbial  fuel cells  implemented  in constructed wetlands  (CW‐MFCs), albeit a relatively new 25 
technology still under study, have shown to improve treatment efficiency of urban wastewater. 26 
So far the vast majority of CW‐MFC systems  investigated were designed as  lab‐scale systems 27 
working under  rather unrealistic hydraulic  conditions using  synthetic wastewater.  The main 28 




as different electrical  connections: CW  control  (conventional CW without electrodes), open‐33 
circuit CW‐MFC (external circuit between anode and cathode not connected) and closed‐circuit 34 
CW‐MFC (external circuit connected). 35 
























Constructed wetlands  (CWs)  are  engineered  systems  for water  and wastewater  treatment, 59 
simulating  processes  occurring  in  nature  (Vymazal,  2011).  Treatment  in  CWs  is  based  on 60 
physical, chemical and biological processes. The treatment beds consist of shallow lined basins 61 




characterized  by  their  low  energy  demand,  comparative  low  cost,  easy  operation  and 66 
maintenance as well as the possibility to use  local materials and  labor for their construction. 67 
Hence, they have a strong potential for application as an alternative to conventional systems for 68 
















was  published  by  Yadav  et  al.  (2012).  Since  then  publications  on  the  subject  per  year  are 84 
increasing, resulting in a rough total of around 79 up until March 2018. 85 






















anode and cathode). Exemplary COD  removal efficiencies  in CW‐MFC are 75%  (Yadav et al., 107 
2012), 82% (Xu et al., 2018), 76.5% (Zhao et al., 2013) and even  up to 100% (Oon et al., 2015), 108 























the  systems,  the  CW‐MFCs  used  in  this  research  could  give  additional  information  on  the 131 
pollutant  removal  in  larger  scale  systems  under more  realistic  CWs  design  and  operation 132 
conditions; also the here used configuration with three MFCs incorporated one after the other 133 
along  the  flow  path  of  the  CWs  and  the  associated measured  current  along  the  flow  path 134 















in  series  (4 cm  away  from  each  other).  Each metal mesh  covered  nearly  the whole  cross‐149 
sectional area (0.08 m2) of the CW. Each cathode consisted of a carbon felt mat (Figure 1, D) 150 
(1.27 cm thick, with a projected surface of 0.03 m2, 99.0% carbon purity). A layer of glass wool 151 
was placed underneath  the cathodes  in order  to avoid any oxygen  leaking  from the cathode 152 
down  to  the  anode  as  recommended  elsewhere  (Venkata  Mohan  et  al.,  2008).  For  the 153 
connected  systems  (closed‐circuit),  each  electrode´s  anode  and  cathode  were  externally 154 
connected via a 220 Ω resistance, selected according to results by Corbella and Puigagut (2018). 155 
The voltage across the external resistance for each electrode was continuously monitored by 156 











C: Anode; D: Cathode; E/F: Anode/Cathode  connection  to datalogger; G:  Inflow barrier  to 167 













All  systems  received  the  same  primary  treated  urban  wastewater  throughout  the  whole 180 
experimentation period (23 weeks within the period from May until December 2017 excluding 181 
breaks of 8 weeks during summer and the first week of December). Wastewater feeding started 182 
already 6 weeks before  the  start of experimentation  in order  to establish  the biofilm  in  the 183 





















































































tubes placed  after 1/3  and 2/3  from  the  inlet by means of  a  syringe.  From each  tube,  two 224 
samples were taken, at 15 and 5 cm depth (i.e., 10 and 20 cm from the bottom of the system). 225 
The parameters  total  chemical oxygen demand  (COD), ammonium  ‐N, nitrate  ‐N, nitrite  ‐N, 226 
sulfate and orthophosphate  ‐P as well as total suspended solids (TSS) and volatile suspended 227 
solids (VSS) were analyzed according to standard methods (APHA‐AWWA‐WEF, 2005). Physical 228 




































circuit CW‐MFC  systems  (see  annex  Table 4  for  removal  in percentage). Results  are  further 260 
divided into the three different OLR periods (low OLR 1 in first 5 weeks, high OLR in the following 261 































OC  3.0±1.6  3.0±1.8  8.3±3.5  8.5±3.7  4.6±1.0 
CC  2.8±1.7  3.0±1.8  9.6±3.9  9.6±2.9  4.9±1.1 
 NH4 ‐N  
(n=4/5/7)b 
OC  0.2±0.1  0.2±0.1  0.5±0.7  0.6±0.6  0.3±0.2 
CC  0.2±0.1  0.3±0.1  0.7±0.5  0.8±0.4  0.5±0.3 
NO3 ‐N 
(n=4/4/8)b 
OC  ‐0.009±0.026  ‐0.013±0.061  0.005±0.014  ‐0.002±0.018  0.000±0.000 
CC  ‐0.012±0.035  ‐0.032±0.064  ‐0.022±0.033  ‐0.065±0.042  ‐0.011±0.012 
NO2 ‐N 
(n=4/4/8)b 
OC  0.023±0.052  0.039±0.078  0.094±0.235  ‐0.075±0.125  ‐0.004±0.014 
CC  0.028±0.058  0.058±0.080  0.057±0.114  ‐0.154±0.046  ‐0.002±0.020 
PO4 ‐P  
(n=4/4/8)b 
OC  0.02±0.03  0.03±0.01  0.03±0.04  0.03±0.04  0.01±0.01 






and  compared  for  all  nutrients,  since  COD  and  ammonium  treatment,  though  not  being 270 









continuous  systems had only 2 and 1% higher COD  removal  than  closed‐circuit  intermittent 280 
systems during low OLR 1 and high OLR period, respectively. Open‐circuit continuous systems 281 
had 2%  lower and 4% higher COD removal than open‐circuit  intermittent systems during  low 282 
OLR 1 and high OLR period, respectively. As expected, the majority of COD was removed within 283 





removal  rates.  When  comparing  different  hydraulic  regimes  within  the  same  electrical 289 
connection,  closed‐circuit  continuous  systems  showed,  in  average,  11%  and  4%  higher 290 
ammonium removal  than closed‐circuit  intermittent systems during  low OLR 1 and high OLR 291 
period,  respectively.  Open‐circuit  continuous  systems  had  6  and  12%  higher  ammonium 292 
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An explanation  for  the slightly higher COD and ammonium removal  in closed‐circuit systems 305 
could be  that continuous as compared  to  intermittent  flow  in HF CWs  increases  the vertical 306 
redox gradient and thereby provides a higher potential to drive MFC reactions (Corbella et al., 307 





















in percentage  showed  that  there were no  real differences between OLR periods  in COD or 328 















OLR  0.7  kg COD/m3.day)  advantaged  exoelectrogenic  bacteria  growth  and  activity  over 343 
methanogenics as compared to higher OLR (volumetric OLR 11.2 kg COD/m3.day). The highest 344 
OLR chosen  in  this study  (corresponding  to 0.06 kg COD/m3.day) was governed by  the given 345 
strength  of  the  available  urban wastewater  and  the  highest  hydraulic  loading  possible  for 346 
continuous operation, given the size of the available feeding tank. Since the two tested OLRs in 347 
this study did not show significant differences, it seems they were within the above mentioned 348 
balanced  range  for  the  operation  of  CW‐MFC  systems,  though  rather  on  the  very  low  end 349 

































Average  current  densities  (based  on  the  projected  anodic  surface  area)  for  closed‐378 
circuit/intermittent and closed‐circuit/continuous systems per transect resulted in 26.8±9.4 and 379 















and  third  transect,  respectively. During  the  high OLR  period  current  densities  increased  to 392 
43±10, 45±11 and 43±13 mA/m² for first, second and third transect, respectively. Finally, during 393 
low OLR period 2 current densities amounted to 31±15, 49±9 and 50±7 mA/m² for first, second 394 









wetlands  is  addressed  from  the  results obtained during week 12  to 23 of experimentation. 404 
During  this  period,  all  systems were  operated  in  continuous  flow with  an  average  OLR  of 405 
6.7±1.4 g COD/m2.  406 
Table 3 summarizes the results of COD, ammonium, nitrate, nitrite and orthophosphate during 407 






Table 3. Results  for COD, ammonium, nitrate, nitrite and orthophosphate  for CW  control, 
open‐circuit (OC) and closed‐circuit (CC) CW‐MFC systems during the last 12 experimentation 
weeks,  expressed as average mass at influent, after first transect, after second transect and 
effluent  as  well  as  removal  from  influent  to  effluent  based  on  the  average  mass  and 
percentage. 
  Influent   1/3  2/3  Effluent 
Removal from Influent 
to Effluent  
  (g/m2.d)  (g/m2.d)  (%) 
COD 
(n=11)a 
CW  6.6±1.5  3.3±1.0  2.5±0.6  2.0±1.1  4.5±1.0  69% 
OC  6.4±1.6  3.0±0.9  2.2±0.9  1.8±0.9  4.6±1.0  72% 
CC  6.7±1.5  2.9±1.0  2.1±0.9  1.7±0.9  4.9±1.1  74% 
 NH4 ‐N 
(n=7)a 
CW  1.2±0.2  1.1±0.2  0.9±0.2  1.0±0.3  0.3±0.3  19% 
OC  1.2±0.1  1.0±0.2  0.9±0.2  0.9±0.2  0.3±0.2  24% 
CC  1.3±0.1  1.0±0.1  0.8±0.2  0.7±0.2  0.5±0.3  41% 
NO3 ‐N 
(n=8)a 
CW  0.002±0.007  0.000±0.000  0.0041±0.042  0.002±0.005  0.000±0.009  ‐2% 
OC  0.001±0.004  0.000±0.000  0.031±0.023  0.001±0.004  0.000±0.000  0% 
CC  0.000±0.000  0.001±0.003  0.021±0.017  0.011±0.012  ‐0.011±0.012  NAb 
NO2  ‐N 
(n=8)a 
CW  0.008±0.009  0.003±0.005  0.018±0.026  0.011±0.014  ‐0.003±0.008  ‐33% 
OC  0.011±0.017  0.014±0.017  0.034±0.017  0.015±0.019  ‐0.004±0.014  ‐40% 
CC  0.014±0.019  0.013±0.011  0.022±0.026  0.016±0.032  ‐0.002±0.020  ‐17% 
PO4 –P 
(n=8)a 
CW  0.11±0.02  0.11±0.02  0.09±0.02  0.11±0.06  0.00±0.03  1% 
OC  0.11±0.02  0.10±0.02  0.09±0.02  0.09±0.02  0.01±0.01  10% 






system  during  the  first  10 weeks  of  operation  (see  Table  3),  however, without  significant 418 
differences (for details see annex Table 7). COD and ammonium removal from week 11 to 23 419 
showed  the  same  tendency but again without any  significant difference. The  same  is  true  if 420 
compared with  a CW  control duplicate  (from week 12  to 23)  in  the way  that  closed‐circuit 421 
systems outperformed open‐circuit and CW control systems as well, however, again without any 422 
significant  difference.  Again,  the  insignificance  of  differences,  especially  in  the  case  of 423 
ammonium, could be partly due to the relatively high standard deviation most likely caused by 424 
  22




5%  higher  than  in  CW  control  systems  (see  Table  3).  Wang  et  al.  (2016b)  found  higher 429 
improvement with 8.3% difference in COD removal comparing closed‐ to open‐circuit CW‐MFC, 430 










The overall COD  removal of 74%  in  closed‐circuit  systems  is  comparable  to earlier CW‐MFC 437 
studies, with 75% (Yadav et al., 2012), 82% (Xu et al., 2018) and 76.5% (Zhao et al., 2013). In this 438 
regard,  the  presented  study  confirms  results  of  these  CW‐MFC  systems  which  were  less 439 
representative  for  real  situations;  e.g.  all  mentioned  above  were  in  bench‐scale,  up‐flow 440 
hydraulic regime, fed with synthetic or modified wastewater. Yadav et al. (2012) used very fine 441 
gravel (2‐4 mm), only Xu et al. (2018) used a continuous flow but had a sand media and Zhao et 442 
al.  (2013)  used  artificial  aeration  at  the  cathode.  Some  of  these  factors  might  influence 443 
treatment behavior, long term operation (e.g. clogging due to fine media) and possibly present 444 
up‐scaling problems  (e.g.  flow direction, artificial wastewater).  In comparison to full‐scale HF 445 
CW systems the presented COD treatment efficiencies are not outstanding, but authors believe 446 
that  the  reason  could  be  that meso‐  as well  as  lab‐scale  systems  often  have  unfavorable 447 
hydraulic  conditions  due  to  the  smaller  scale,  resulting  in  a  lower HRT  than  the  calculated 448 
theoretical HRT. An additional reason could be the lack of development of plants, which have 449 




degradation  pathways, while  Fang  et  al.  (2013)  showed  that  electrogenic  bacteria  such  as 454 
Geobacter  sulfurreducens  and  Beta  Proteobacteria  inhibited  the  growth  of  Archaea  at  the 455 





not  statistically  different  (for  details  see  annex  Table  7).  Average  ammonium  removal  in 461 
  24
transects was not as homogeneous across treatments as for COD; in closed‐circuit systems the 462 






















The observed  average  ammonium  removal of 41%  in  closed‐circuit  systems was  rather  low 481 









MFC,  (2)  in the CW‐MFC anode compartment the most common microbial  functional groups 491 
were  ammonia  oxidizing  bacteria  (AOB),  nitrite‐oxidizing  bacteria  (NOB)  and  anaerobic 492 
ammonium oxidation (anammox) bacteria, with NOB and anammox being significantly higher 493 
than in the control and (3) in the CW‐MFC cathode compartment the microbial functional groups 494 
denitrifying  bacteria  (DNB),  dissimilatory  nitrate  reduction  to  ammonium  (DNRA),  and 495 
electroactive  bacteria  were  significantly  higher  than  in  the  control.  In  another  microbial 496 
community analysis in CW‐MFC systems, Wang et al. (2016b) found that anodes of closed‐circuit 497 
as  compared  to  open‐circuit  systems  had  a  significantly  improved  richness  in  electroactive 498 






communities depending on  the used CW‐MFC anodes, comparing carbon  fiber  felt, graphite 504 
rods,  foamed nickel and stainless steel mesh. Stainless steel mesh,  the material used  in  this 505 
experiment, and  foamed nickel had  significantly  lower  relative abundance of Proteobacteria 506 
than  carbon  fiber  felt  and  graphite  rods, which was  related  to  a  lower  power  production. 507 
However, reported voltage outputs by Wang et al. (2016a) using stainless steel mesh reached 508 
averages  from  ca. 17  to 41 mV, which was by  far  surpassed  in  the presented  systems with 509 
averages of 304±96, 462±33, and 457±50 mV for first, second and third transect, respectively. 510 
The above described enrichment in anammox bacteria was already indicated in earlier research 511 


































Orthophosphate  removal  during  the  first  10 weeks  of  operation  differed  only  very  slightly 545 
between treatments, again with higher rates in closed‐circuit and continuously fed systems with 546 
a  removal  of  up  to  29%  in  closed‐circuit  continuous  (see  Table  3).  Differences  were  not 547 
  28
statistically significant  (for details see annex Table 7).  Ichihashi and Hirooka  (2012) observed 548 





















are  in  the  range of  current densities  in earlier CW‐MFC experiments, with averages of 22.3 570 
mA/m2 by Villaseñor et al. (2013) and 70 mA/m2 by Yadav et al. (2012). Polarization curves help 571 










with  a  lower  external  resistance  around  100 Ω,  however,  it was  decided  to  keep  the  same 581 
external  resistance  for  all  three  transects  for  this  experiment.  The  lower maximum  power 582 






are  theoretically  derived  from  oxidation,  indicated  by  the  change  of  COD  from  transect  to 589 
transect (Scott, 2016). The CEs over the whole time period in the three consecutive transects 590 









produced with only  little  input. Therefore, the reported high positive CE values  in this paper, 599 
especially in the second and third transect, are most likely overestimated. The second and third 600 



























respectively. Xu et al.  (2018) analyzed diversity and  richness  (activity was not measured) of 625 






As  discussed  in  the  section  on  COD  removal  comparing  electrical  connections,  electrogenic 632 
bacteria  in MFCs  outcompeted  other microbial  communities  and were  also  able  to  inhibit 633 
growth  of  Archaea  at  the  anode  (Fang  et  al.,  2013;  Zhang  et  al.,  2015).  This  advantage  in 634 
competition could be another factor responsible for the  increased activity in the studied CW‐635 
MFC systems. Also, as mentioned above in the discussion on the OLR, it was found that, in MFC 636 
systems,  lower OLR  benefited  exoelectrogenic  bacteria  growth  and  activity  over  competing 637 
  32
methanogenics  (Capodaglio  et  al.,  2015).  Therefore,  a  possible  explanation  for  the  varying 638 
differences in microbial activity between closed‐circuit and CW control systems along the flow 639 
path could be that the decreasing OLR from transect to transect is leading from an insignificant 640 
difference  in  the  first  to a very significant difference  in  the second and extremely significant 641 
difference in the third transect. However, in comparison to the mentioned MFC studies, even 642 
the higher OLR at the influent of the presented study is already quite low (around a magnitude 643 




MFCs  have  also  been  used  for  monitoring  of  microbial  activity,  in  low  contaminated 648 





systems,  but  continuously  fed  systems  showed  slightly  better  treatment  performance  than 654 
intermittently  fed  systems.  In  addition,  intermittent  flow  significantly  decreased  current 655 
production in the first transect of closed‐circuit CW‐MFC systems when compared to continuous 656 
flow.  657 






removal.  Microbial  activity  was  higher  in  all  three  transects  in  closed‐circuit  mode  when 663 
compared  to  control  conditions,  which  could  be  one  of  the  reasons  for  the  observed 664 
enhancement  of  treatment  performance.  Differences  between  closed‐circuit  and  control 665 
systems were not significant in the first transect but very significant in the second and extremely 666 
significant  in  the  third,  possibly  indicating  that  the  lower  organic  load  along  the  flow  path 667 
benefited the activity of electrogenic bacteria over competing non‐electrogenic bacteria. 668 
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Table  4.  COD,  ammonium  and  orthophosphate  mass  based  average  removal  rate  in 
percentage from inlet to outlet for low OLR 1, high OLR and low OLR 2 as well as intermittent 






















OC  58%  56%  58%  62%  72% 
CC  56%  58%  68%  69%  74% 
 NH4 ‐N  
(n=4/5/7)b 
OC  23%  29%  18%  30%  24% 
CC  27%  38%  35%  39%  41% 
NO3 ‐N 
(n=4/4/8)b 
OC  ‐95%  ‐110  44  ‐24  0% 
CC  ‐186  ‐290  ‐539  NA^  NAc 
NO2 ‐N 
(n=4/4/8)b 
OC  71%  71%  67%  ‐78%  ‐40% 
CC  67%  83%  48%  ‐314%  ‐17% 
PO4 ‐P  
(n=4/4/8)b 
OC  21%  29%  10%  11%  10% 





Table  5.  Two‐factor  ANOVA  (with  replication)  results  for  the  comparison  of  the  factors 











COD  F (1, 4)  0.94  0.93  0.87 
NH4 ‐N    F (1, 4)  0.51  0.53  0.98 
NO3 ‐N  F (1, 4)  0.67  0.64  0.75 
NO2 ‐N  F (1, 4)  0.74  0.52  0.84 
PO4 ‐P    F (1, 4)  0.66  0.85  0.86 
High OLR 
COD  F (1, 5)  0.45  0.96  0.94 
NH4 ‐N    F (1, 5)  0.43  0.71  0.85 
NO3 ‐N  F (1, 4)              0.0007 ***     0.03 *  0.10 
NO2 ‐N  F (1, 4)  0.44     0.02 *  0.78 
























Inlet‐Outlet  Transect 1  Transect 2  Transect 3 
COD  F (2, 11)  0.73  0.77  0.91  0.99 
NH4 ‐N    F (2, 7)  0.16  0.55  0.29  0.67 
NO3 ‐N  F (2, 8)    0.03*  0.35  0.38  0.21 
NO2 ‐N  F (2, 8)  0.74  0.33  0.73  0.71 
PO4 ‐P    F (2, 8)  0.84  0.72  0.27  0.14 
* significant difference (p < 0.05) 
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Figure 8. Power density and polarization curves for each transect of one of the closed‐circuit 882 
CW‐MFC replicates measured during sampling week 10 883 
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